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Introdução

As informações apresentadas neste relatório são resultados de ativida-
des realizadas em 2014 do Plano de Ação 4: “Potencial metanogênico 
e adaptação de modelos de biodigestores de maior eficiência energética 
e adequados às diferentes escalas de geração de dejetos” do Projeto 
Rede BiogásFert - “Tecnologias para produção e uso de biogás e fertili-
zantes a partir do tratamento de dejetos animais no âmbito do plano 
ABC”.

O Estudo Interlaboratorial em Digestão Anaeróbia surgiu com o intuito 
de conhecer a capacidade laboral de laboratórios públicos e privados 
que realizam ensaios de digestão anaeróbia e que possam vir a contri-
buir para produzir dados técnicos sobre produção específica de biogás 
e/ou biometano. Tal contribuição será de essencial importância para a 
estruturação de uma base de dados unificada e com informações da 
produção de biogás de substratos encontrados no território brasileiro.



Objetivos

O Ensaio Interlaboratorial em Digestão Anaeróbia tem o propósito de: 

•	 	Conhecer o estado atual de desempenho (eficácia e eficiência) dos labo-
ratórios que desenvolvam atividades de pesquisa e/ou análises na área 
de digestão anaeróbia e áreas afins. 

•	 Harmonizar procedimentos analíticos e estudos cinéticos anaeróbios. 
•	 Monitorar continuamente o desempenho dos laboratórios. 
•	 	Propiciar subsídios aos laboratórios para a identificação e solução de pro-

blemas analíticos.
•	 	Permitir a integração e troca de informações entre os laboratórios partici-

pantes.

•	 	Agregar valor ao controle da qualidade dos laboratórios.

Metodologia

Cadastramento e forma de participação
A inscrição dos laboratórios foi realizada por meio do preenchimento de 
cadastro que continha informações básicas sobre cada instituição/labo-
ratório além de descrição da metodologia utilizada por cada participan-
te. A participação foi voluntária e a produção e o envio das amostras 
foram custeadas pelo projeto Rede BiogásFert. Na Tabela 1, são apre-
sentados os laboratórios inscritos para participação no estudo durante o 
ano de 2014, em ordem alfabética.
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Ao total, inscreveram-se 13 laboratórios, que foram identificados (enu-
merados) com códigos de 01 a 13 para fins de manter a confidenciali-
dade e integridade de cada participante. Ou seja, todas as tratativas e 
envio de resultados foram identificadas com base no código de cada la-
boratório, sendo que somente o próprio laboratório foi informado de seu 
código.

Cada laboratório pôde utilizar as metodologias de sua escolha ou roti-
nas já praticadas. As metodologias de ensaio informadas por cada labo-
ratório são apresentadas na Tabela 2. As condições de participação res-
tringiram-se ao cadastramento e emissão dos resultados, que deveriam 
ser informados em triplicata, respeitando unidades de medida e núme-
ros significativos. Porém, cada laboratório poderia participar da rodada 
de forma parcial caso não lograsse obter todos os resultados.
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Cronograma, amostras e parâmetros ensaiados
O interlaboratorial foi realizado em duas rodadas durante o ano de 
2014, conforme o cronograma da Tabela 3.

Tabela 3. Cronograma das rodadas realizadas em 2014.

Rodada Período Amostras Parâmetros analisados

1 Maio a julho
01 sintética ST, SV, PEB e/ou PEM

01 natural ST, SV, PEB e/ou PEM

2 Setembro a novembro
01 sintética ST, SV, PEB e/ou PEM

01 natural ST, SV, PEB e/ou PEM
ST: Sólidos Totais; SV: Sólidos Voláteis; PEB: Produção Específica de Biogás; PEM: Produção 
Específica de Metano.

No período inicial de cada rodada, foram distribuídas aos laboratórios 
inscritos cerca de 40 g de uma amostra denominada “sintética” (celulo-
se microcristalina Sigma-Aldrich, 20 μ) e 80 g de amostra denominada 
“natural” (silagem de trigo, parte aérea sem grãos, seca a 60 °C até 
massa constante e moída até diâmetro de partícula inferior a 1 mm). 
Durante a primeira rodada, as amostras foram embaladas em sacos 
plásticos em condição de vácuo e durante a segunda rodada foram 
acondicionadas em embalagens de PEAD. Após preparação, as amos-
tras foram enviadas via Sedex aos laboratórios inscritos.

Teste de homogeneidade e estabilidade
Durante cada rodada, foram executados ensaios de homogeneidade e 
estabilidade usando como referência os parâmetros ST, SV, PEB. Para 
os testes de homogeneidade, foram separadas três amostras aleatórias, 
as quais foram analisadas em triplicata para os parâmetros citados. Pa-
ra avaliação da homogeneidade, foi utilizado teste estatístico ANOVA 
(fator único) com significância de 0,05.

Para os testes de estabilidade, foram separadas quatro amostras, das
quais foram realizados ensaios em triplicata em intervalos de tempo 
após 0, 30, 112 e 152 dias de armazenamento para ST e SV, e 0 e 
152 dias para PEB. Para avaliação da estabilidade, foi utilizado procedi-
mento recomendado na ISO 13528 (INTERNATIONAL ORGANIZATION 
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FOR STANDARDIZATION, 2005). No caso, após cada intervalo de 
tempo foi avaliada a estabilida-de por intermédio da verificação da 
hipótese abaixo:

onde, x é a média aritmética do teste de homogeneidade, y é a média 
obtida após cada período e σ é o desvio padrão robusto geral obtido no 
interlaboratorial. Se no período avaliado a hipótese descrita na equação 
for verdadeira, considerou-se que a amostra manteve-se estável.

Avaliação de desempenho dos laboratórios
A análise se baseou na estatística robusta e foi utilizado o critério 
escore Z para avaliar o desempenho dos laboratórios conforme a 
seguinte equação: 

onde, xi é a média aritmética dos resultados obtidos pelo laboratório, 
x* é a média robusta dos resultados de todos os laboratórios, s** é 
o desvio padrão robusto. Para definição dos valores robustos, foram 
também descartados resultados em que os laboratórios reportaram 
algum tipo de problema durante o ensaio (ex.: vazamento de gás, 
problemas com desempenho do inóculo, variação excessiva de pH, etc).

A interpretação do resultado do escore Z foi definida como:

se |Z| ≤ 2 » desempenho satisfatório;
se 2 ≥ |Z| ≤ 3 » desempenho suspeito ou questionável;
se |Z| ≥ 3 » desempenho insatisfatório.

Além da avaliação por intermédio do escore Z (que baliza a o resultado 
de cada laboratório frente ao desempenho dos demais), também foi uti-
lizado o valor de referência da amostra sintética (740 a 750 mLN de bio-

13Estudo interlaboratorial em digestão anaeróbia: relato de atividades e desempenho...
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gás/gSV de celulose) para avaliar a recuperação de biogás obtida por ca-
da laboratório baseado em recomendações da norma VDI 4630 (GER-
MANY ASSOCIATION OF ENGINEERS, 2006). Neste caso, os laborató-
rios que apresentaram recuperação de biogás superior a 80 % (PEB 
≥ 600 mLN de biogás/gSV de celulose) foram considerados com 
desempenho satisfatório.

Resultados

Homogeneidade e estabilidade
A seguir, são apresentados resultados dos ensaios de homogeneidade 
(Tabela 4) e de estabilidade (Tabela 5) para as amostras sintética e 
natural.

A amostra sintética foi considerada homogênea para as duas rodadas 
do estudo e estável por todo o período avaliado.

Para a amostra natural, porém, a avaliação estatística demonstrou que 
não ocorreu homogeneidade satisfatória para o ensaio de PEB. Como 
esse comportamento não foi observado para os parâmetros ST e SV, 
houve suspeita que a possível causa não esteja relacionada com a ho-
mogeneidade, mas sim com o procedimento utilizado no ensaio PEB. 
Durante os ensaios de digestão anaeróbia, foi observado que a amostra 
natural flotou quando misturada com o inóculo. Esse fator pode ter 
causado limitações do contato do substrato com os microrganismos, 
promovendo diferenças na recuperação do biogás. 

Para os ensaios de estabilidade, a amostra natural comportou-se ade-
quadamente para todos os parâmetros, inclusive PEB. Porém, para o 
parâmetro ST no ensaio realizado após 112 dias de armazenamento, 
houve uma pequena discrepância que não foi confirmada após o ensaio 
no 152º dia. Optou-se então por considerar a condição de estabilidade 
da amostra natural sob suspeita, mas mantendo válidos aos resultados 
do estudo interlaboratorial.
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Em função disso, recomenda-se que os laboratórios levem em conside-
ração os desvios ocorridos para a amostra natural quando da avaliação 
de desempenho frente aos resultados desta amostra. 

Tabela 4. Valores de F e valor-P para ANOVA (fator único; p = 0,05) de 

resultados do ensaio de homogeneidade.
Amostra Rodada Parâmetro F Valor-P F crítico

Sintética

1

ST 0,528822055 0,614432935 5,14325285

SV 0,738419619 0,516772771 5,14325285

PEB 0,578445596 0,589224108 5,14325285

2

ST 0,057019006 0,945081686 5,14325285

SV 1,59689781 0,277951624 5,14325285

PEB 0,101347311 0,905133317 5,14325285

Natural

1

ST 0,004608295 0,995405826 5,14325285

SV 0,132694055 0,878233129 5,14325285

PEB 160,5760431 0,000006169 5,14325285

2

ST 0,065940054 0,936855879 5,14325285

SV 1,200724323 0,364243005 5,14325285

PEB 216,6463023 0,000002547 5,14325285

Tabela 5. Resultados do ensaio de estabilidade.
Tempo dia 0 dia 30 dia 112 dia 152

Sintética

ST
3σ 0,021 0,021 0,021 0,021

x - y 0,000 0,011 0,012 0,014

SV
3σ 0,023 0,023 0,023 0,023

x - y 0,000 0,011 0,011 0,014

PEB
3σ 91 - 91 -

x - y 0 - 10 -

Natural

ST
3σ 0,023 0,023 0,023 0,023

x - y 0,000 0,021 0,026 0,008

SV
3σ 0,039 0,039 0,039 0,039

x - y 0,000 0,021 0,000 0,014

PEB
3σ 75 - 75 -

x - y 0 - 33 -
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Resultados brutos e avaliação de desempenho da 
amostra sintética
Os resultados brutos fornecidos pelos laboratórios após a realização das
análises da amostra de celulose microcristalina (amostra sintética) na
primeira rodada são apresentados na Tabela 6 e os resultados referen-
tes a segunda rodada são apresentados na Tabela 7. São descriminados 
os resultados de ST, SV, PEB e PEM. Os valores apresentados respei-
tam o mesmo número de casas decimais informadas por cada laborató-
rio.”
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A seguir, são apresentados os gráficos de desempenho (escore Z) dos
laboratórios para os parâmetros ST (Figura 1), SV (Figura 2), PEB 
(Figura 3) e PEM (Figura 5) para a amostra sintética nas duas rodadas 
ocorridas em 2014. Também é apresentado o gráfico que ilustra a mé-
dia de recuperação de biogás obtida por cada laboratório à amostra sin-
tética (Figura 4).

Figura 1. Escore Z para o parâmetro ST para a amostra sintética nas rodadas 1 
e 2.
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Figura 2. Escore Z para o parâmetro SV para a amostra sintética nas rodadas 1 
e 2.

Figura 3. Escore Z para o parâmetro PEB para a amostra sintética nas rodadas 
1 e 2.
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Figura 4. Valores médios de PEB obtidos por cada laboratório à amostra sintéti-
ca nas rodadas 1 e 2. Comparação com valores de recuperação de 100 % 
(tracejados verdes: 740 a 750 mL biogás/gSV) e limite inferior de 80 % (600 

mL biogás/gSV), baseado na VDI 4630.

Figura 5. Escore Z para o parâmetro PEM para a amostra sintética nas rodadas 
1 e 2. Considerações sobre os resultados da amostra sintética
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Considerações sobre os resultados da amostra sintética
Para o parâmetro ST:

•	 	O laboratório nº 02 obteve desempenho questionável na primeira rodada 
e insatisfatório na segunda rodada. Por isso recomenda-se ao laboratório 
revisão e validação da metodologia empregada (ex.: utilização de maior 
massa de amostra, calibração de temperatura da estufa, calibração da 
balança, ajuste de tempo e/ou ciclos de secagem/pesagem).

•	 	O laboratório nº 07 obteve desempenho insatisfatório em ambas roda-
das. Porém, o problema ocorrido possivelmente recai sob equívocos de 
cálculo ou transformação de resultados para a base solicitada no Inter-
laboratorial (gST/gamostra). Acredita-se que os resultados foram expres-sos 
em base percentual.

•	 	O laboratório nº 05, apesar de obter desempenho satisfatório na primei-
ra rodada (não participou na segunda rodada) ficou em situação conside-
rada limítrofe e por isso é recomendado monitoramento do desempenho 
em próximas participações.

•	 	Os laboratórios nº 04 e 13 não participaram em nenhuma das rodadas.

Para o parâmetro SV:
•	 	O laboratório nº 02 obteve desempenho insatisfatório na segunda roda-

da. O laboratório nº 05 obteve desempenho insatisfatório na primeira ro-
dada. Recomenda-se revisão da metodologia que pode ter relação direta 
com os problemas de desempenho relatados para ST.

•	 	O laboratório nº 07 obteve desempenho insatisfatório nas duas rodadas. 
Também o problema ocorrido possivelmente recai sob equívocos de cál-
culo ou transformação de resultados para a base solicitada no 
Interlaboratorial (gSV/gamostra). 

Para o parâmetro PEB:
•	 	Os laboratórios nº 02, 05 e 12 obtiveram desempenho questionável du-

rante a primeira rodada. Para a segunda rodada, houve piora de desem-
penho aos laboratórios nº 02 e 12, passando para insatisfatório. O labo-
ratório nº 05 não participou da segunda rodada.

•	 Os laboratórios nº 02, 05, 08 (apenas na primeira rodada) e 12 não al-
cançaram valores de recuperação superiores a 80% (> 600 mL/gSV) e 
possivelmente isso pode estar atribuído a problemas de adaptação (ati-
vidade) do inóculo. Os laboratórios nº 08 e 12 apresentaram melhora 
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bastante significativa para a segunda rodada, porém o laboratório 12 
apresentou resultados com grande amplitude (variação).

•	 Recomenda-se a estes laboratórios revisar a metodologia utilizada e focar 
principalmente em possíveis fatores de melhoria: 
1) alterar forma de medição do volume de gás produzido e/ou evitar va-

zamentos; 
2) selecionar inóculo de melhor eficiência e/ou aclimatar o inóculo às 

condições do ensaio e ao tipo de substrato antes do início do teste; 
3) ajustar as proporções de mistura entre inóculo e substrato para evitar 

sobrecarga, acúmulo de ácidos orgânicos, consumo de alcalinidade e 
acidificação com possível interrupção de atividade dos microrganismos 
metanogênicos.

•	 	O laboratório nº 01 apresentou resultados satisfatórios, mas com recu-
peração de biogás muito próxima aos 80% para a celulose nas duas ro-
dadas. Recomenda-se avaliar possíveis melhorias no procedimento.

•	 	Os laboratórios nº 04, 07, 09, 11 e 13 não apresentaram resultados pa-
ra este parâmetro nas duas rodadas.

Para o parâmetro PEM:
•	 	O valor médio de concentração de metano no biogás encontrado pelos 

laboratórios para a amostra sintética na primeira rodada foi de 54,5% e 
na segunda rodada foi de 56,2%.

•	 	O laboratório nº 11 apresentou desempenho questionável durante a 
primeira rodada.

•	 	Porém, devido à baixa representatividade de participação para este 
parâmetro pelos laboratórios (nparticipantes < 6), aconselha-se aos 
laboratórios utilizar os dados de desempenho ao parâmetro PEM (Figura 
5) com cautela.

Resultados brutos e avaliação de desempenho da 
amostra natural
Na Tabela 8 são apresentados os resultados brutos de ST, SV, PEB e 
PEM fornecidos pelos laboratórios após a realização das análises da 
amostra de silagem de trigo (amostra natural) na primeira rodada. Os 
resultados referentes a segunda rodada são apresentados na Tabela 9. 
Os valores apresentados respeitam o mesmo número de casas decimais 
informadas por cada laboratório.
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A seguir, são apresentados os gráficos de desempenho (escore Z) dos laborató-
rios para os parâmetros ST (Figura 6), SV (Figura 7), PEB (Figura 8) e PEM (Fi-
gura 9) para a amostra natural nas duas rodadas ocorridas em 2014.

Figura 6. Escore Z para o parâmetro ST para a amostra natural nas rodadas 1 e 2.

Figura 7. Escore Z para o parâmetro SV para a amostra natural nas rodadas 1 e 2.



Figura 8. Escore Z para o parâmetro PEB para a amostra natural nas rodadas 1 
e 2.

Figura 9. Escore Z para o parâmetro PEM para a amostra natural nas rodadas 1 
e 2.
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Considerações sobre os resultados da amostra natural
Para o parâmetro ST:

•	 O laboratório nº 02 apresentou desempenho questionável durante a se-
gunda rodada e o laboratório nº 09 obteve desempenho questionável du-
rante a primeira rodada (com melhora de desempenho na segunda).

•	 Os laboratórios nº 05 e 07 tiveram desempenho insatisfatório para todos
os resultados de ST enviados. Neste caso, repetem-se aqui as considera-
ções feitas para os desvios ocorridos para a amostra sintética e também 
mesmas considerações para ações corretivas.

•	 Os laboratórios nº 04 e 13 não enviaram resultados em nenhuma das 
duas rodadas.

•	 Os demais laboratórios apresentaram desempenho satisfatório para todos 
os resultados nas rodadas participantes.

Para o parâmetro SV:
•	 O laboratório nº 02 apresentou desempenho questionável durante a se-

gunda rodada.
•	 Os laboratórios nº 05 e 07 tiveram desempenho insatisfatório para todos

os resultados de SV enviados. Como abordado nas considerações do pa-
râmetro ST, são retomadas aqui as mesmas considerações feitas com re-
lação aos desvios ocorridos para a amostra sintética e também a mesma 
sugestão para as ações corretivas.

•	 Os laboratórios nº 04 e 13 não enviaram resultados em nenhuma das 
duas rodadas.

•	 Os demais laboratórios apresentaram desempenho satisfatório para todos 
os resultados nas rodadas participantes.

Para o parâmetro PEB:
•	 O laboratório nº 02 apresentou desempenho questionável durante a se-

gunda rodada.
•	 Já o laboratório nº 06, durante a primeira rodada, apresentou resultado 

com desempenho satisfatório, mas com valor limítrofe a 2,00.
•	 Todos os demais laboratórios apresentaram resultados considerados sa-

tisfatórios. Porém, sugere-se aos laboratórios que ponderem os resulta-
dos em função dos desvios observados no teste de homogeneidade e es-
tabilidade da amostra natural.



•	 Mesmo sem haver comprovação, mas em função dos resultados de ho-
mogeneidade, é recomendado aos laboratórios levar em consideração 
que o resultado da média robusta de PEB para a amostra natural pode 
haver sofrido influência negativa em função da menor recuperação de 
biogás causada por flotação da amostra.

Para o parâmetro PEM:
•	 O valor médio de concentração de metano no biogás encontrado pelos 

laboratórios para a amostra natural na primeira rodada foi de 51,8% e na 
segunda rodada foi de 48,6%.

•	 O laboratório nº 03 apresentou desempenho limítrofe ao questionável 
(2,00) durante a primeira rodada.

•	 Devido à baixa representatividade de participação para este parâmetro 
pelos laboratórios (nparticipantes < 6), não é possível efetuar recomendações 
mais conclusivas.

•	 De mesma forma, em função dos desvios de homogeneidade observados 
para a amostra natural, aconselha-se aos laboratórios utilizar os dados de 
desempenho ao parâmetro PEM (Figura 9) com cautela.

 

Considerações finais

O Estudo Interlaboratorial em Digestão Anaeróbia demonstrou ser uma ferra-
menta de grande valia para conhecer o estado atual dos métodos utilizados pe-
los laboratórios participantes e também para balizar o desempenho entre estes.

O interesse do público em geral pela participação no estudo superou as expec-
tativas iniciais dos organizadores, pois se tratou da primeira tentativa conhecida 
de um estudo nestes moldes em território brasileiro.

Porém, apesar da grande representatividade que esta primeira edição obteve,
foi evidenciado que o conhecimento dos laboratórios em atividades interlabora-
toriais (ex.: ensaios de proficiência) é incipiente. Ou seja, a continuidade na par-
ticipação em próximas edições do estudo deverá agregar experiência no uso de
ferramentas interlaboratoriais aos laboratórios. Neste sentido, a organização do 
estudo visará para as próximas edições desenvolver estratégias que possam 
também aumentar a participação dos laboratórios interessados.
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Aos ensaios de ST e SV é visível que as metodologias empregadas são bastan-
te similares e os casos em que ocorreram desvios de desempenho possivelmen-
te estão relacionados com equívocos na expressão de resultados (ex.: grande-
zas e unidades de medida, e/ou conversões matemáticas).

Já para os ensaios de PEB e PEM, foi observado que há uma maior variedade 
de metodologias empregadas pelos laboratórios. De qualquer forma, vários la-
boratórios expressaram concordância na necessidade de uma unificação meto-
dológica ou de possíveis padronizações. De forma geral, foi possível identificar 
que os laboratórios que obtiveram melhor desempenho nos parâmetros PEB e 
PEM foram os que utilizam inóculos adaptados aos substratos e às condições 
do teste. Por isso, recomenda-se que seja utilizado inóculo anaeróbio mesofílico 
em condições adaptadas e/ou similares ao teste de digestão anaeróbia.

Para a edição de 2015, haverá continuidade das ações de 2014 e pretende-se 
utilizar novos tipos de substratos. Serão avaliadas alternativas para melhorar a 
homogeneidade e estabilidade das amostras, e também alternativas de métodos 
estatísticos que permitam maior número de informações e comparações.
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